








V1 ドメインは 8種類のサブユニット（A、 B、 C、 
D、 E、 F、 G および H）から構成され、 ATP 加
水分解活性をもつ。一方、 Vo ドメインは 6種類
のサブユニット（a、 c、 c’、 c’’、 d および e）か
ら構成され、プロトンの輸送に機能する。　
V-ATPase　のサブユニットには複数のイソ
フォームが存在し、 Vo ドメインの a サブユニッ
トについては a1、 a2、 a3、および a4 の 4種類
のイソフォームが同定されている。 a サブユ
ニット・イソフォームに関するこれまでの研究
から、 a1、 a2 および a3 イソフォームは臓器に
普遍的に発現するが、 a4 イソフォームは腎臓に
特異的に発現することが分かった。また、 a1、 
a2 および a3 イソフォームの細胞内オルガネラ
における局在は、それぞれ異なることが明らか
となった （Sun-Wada et al., 2004）。特に a3 イ
ソフォームは骨密度が著しく増加する大理石病
の原因遺伝子であるなど、生理的に重要であ




どを明らかにしてきた （Toyomura et al., 2003、 
Sun-Wada et al., 2006）。
我々は最近、 a3 イソフォームの遺伝子産物
























Localization of Vacuolar-type H+ pump (V-ATPase) 










とが報告されている （Sturgill-Koszycki et al., 


















は、 Inter-Cell Technologies 社から購入した。 




以前に報告した （Sun-Wada et al., 2009）。本研
究では、 a3 イソフォームの遺伝子産物を欠損さ








緩衝液（pH7.2）中、 4℃ で 12-16 時間浸漬固
定し、 0.1M カリウム－リン酸緩衝液（pH7.2）













TSA block reagent（0.5% TSA blocking 
reagent（PerkinElmer, FP1020）、 0.05% 
Tween 20、 1% donkey serum お よ び 0.01% 
NaN3 を含む PBS） によるブロッキング処理
を行った。各種一次抗体を 4℃ で一晩反応さ
せ、PBS で 3 回洗浄し、各種二次抗体を室温
で 1 時間反応させ、PBS で 4 回洗浄した。さ
らに TOPRO-3（Invitrogen）を室温で 10 分間
反応させて核 DNA を染色した後、 4% パラホ
ルムアルデヒドを含有した 0.1M カリウム－リ
ン酸緩衝液（pH7.2）で固定し、封入した。　
a1、  a2 および a3 イソフォームに対する特異的
な一次抗体は chick anti-a1（OA051）、  chick 
anti-a2（OA560）および chick anti-a3（OA049）
を用い、二次抗体として FITC で標識された
抗 chicken IgY 抗体を用いた。マクロファー
ジのマーカーとして rabbit anti-Macrophage 









Macrophage と a サブユニット・イソフォー
ムに対する特異的な抗体（anti-a1、 a2 および 
a3）を用いて二重免疫染色を行った。その結




















ことを報告している （Sun-Wada et al., 2006、 
Tabata et al., 2008）。そこで、 a3 イソフォーム
を欠損した肺胞マクロファージにおいて a1 お
よび a2 イソフォームの発現に変化がないか検
証するため、 a3 イソフォーム欠損（Tcirg1Δ /Δ）
マウスの肺組織切片について、各 a サブユニッ
ト・イソフォームに対する抗体を用いた免疫染
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Fig.1　マウス肺組織における a サブユニット・イソフォームの発現
　野生型マウス由来 (A-L) および Tcirg1Δ /Δ マウス由来 (M-X) の肺組織切片を anti-Macrophage抗体 (B, F, J, 
N, R, V)，anti-a3 抗体 (C, O)，anti-a2 抗体 (G, S)， anti-a1 抗体 (K, W) および Cy3 あるいは FITC で標識した２
次抗体を用いて免疫染色した。核は TOPRO-3 で染色した (A, E, I, M, Q, U)。 FITC シグナル （緑），Cy3（赤）， 

















送機構が存在する可能性がある （Toyomura et 





おいても、 a1 イソフォームは a2 および a3 イ
ソフォームとは異なるオルガネラに局在し、機
能すると考えられる。
Tcirg1Δ /Δ マウスや a3 イソフォーム遺伝子
の自然発生突然変異マウスである oc/oc マウス
を用いたインスリン分泌細胞や色素細胞の解析
では、 a3 イソフォームの欠失に対して、他の 
a サブユニット・イソフォームによる代償作用
（compensation）が生じた。本研究で Tcirg1Δ










以前我々は、 V-ATPase の C2a イソフォー
ムがⅡ型肺胞上皮細胞に特異的に発現するこ
とを示している （Sun-Wada et al., 2003）。ま
た、気道上皮細胞に B1 イソフォームが特異
的に発現することが報告されている （Miller et 
al., 2005）。一方、嚢胞性肺繊維症患者において、
肺繊維芽細胞オルガネラ内の酸性化が抑制され
ることや （Barriere et al., 2009）、 V-ATPase の
特異的阻害剤である Bafilomycin A1 が肺胞マ
クロファージの細菌貪食および活性酸素の産
生を抑制することが報告されている （Bidani et 
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